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complexes  required  for  transport  (ESCRT) machinery  in  order  to  down  regulate  and 
degrade cell‐surface receptors.  It has high specificity toward Lys63‐linked polyubiquitin 
chains,  a  signal  used  for  receptor  down  regulation  by  the  ESCRT machinery.    It  has 
previously  been  found  that  Sst2,  an  AMSH  orthologue  from  fission  yeast,  contains  a 
flexible  “loop”,  referred  to  herein  as  the  active‐site  flap,  near  the  proximal  ubiquitin 
binding  site,  composed  of  Leu402  and  Phe403. Mobility  of  the  side  chains  of  these 
residues contributes to the opening and closing conformation of the catalytic cleft which 
may  play  important  role  in  catalysis.  The  dynamics  of  the  active‐site  flap may  also 
contribute  to  linkage specificity. To gain  insight  into  the  role played by  the active‐site 
flap  in catalysis, point mutants of the conserved Phe are generated.     Reported herein 
are  studies  of  a  Trp mutant  (Phe403Trp)  of  Sst2  using  X‐ray  crystallography,  enzyme 
kinetics,  isothermal  calorimetry  (ITC),  and  circular  dichroism  (CD) which  indicate  the 
importance of dynamics of the flap in catalysis and substrate selectivity of the enzyme.   
    xiii 
Kinetic measurement of the tryptophan mutant showed a decreased value in kcat 
by about 10‐fold  from  that of wild  type, while  the KM was  relatively unchanged.   This 
indicates that while catalytic activity of the mutant was significantly impaired, substrate 
binding affinity was not affected.   To prove  that  this decrease  in catalytic activity was 
not  due  to  a  structural  change,  circular  dichroism  and  thermal  denaturation  was 
analyzed. This data  showed  that  the  secondary  structures of  the mutant protein was 




ITC  titration  data  was  obtained  for  the  tryptophan  mutant  binding  to 
monoubiquitin  and  K63‐linked  diubiquitin,  both  showing  that  product  binding  is 
unchanged.   This  is supported by the x‐ray structure of the mutant bound to ubiquitin 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































It has been  shown  that  the  JAMM  family members have a  catalytic mechanism 
that  is  similar  to  that  of  thermolysin,  a metallo‐enzyme  that  is  the  product  of  gram‐
positive  bacteria  and  is  responsible  for  aiding  in  the  hydrolysis  of  peptide  bonds 
between two hydrophobic amino acids.20,21 The basic structure has a catalytic zinc held 
in place by  the  two histidine  residues and an aspartic acid, with a molecule of water 
coordinated between  the  zinc and  the glutamate  (Figure 1.9,  i).22 When a diubiquitin 
substrate is introduced, Glu286 abstracts a proton from the water molecule, creating a 
nucleophile  that  attacks  the  peptide  bond  carbonyl  of  diubiquitin  (ii).  This  creates  a 
tetrahedral  intermediate  (iii), which  is  further stabilized by the nearby residue Ser351. 
The proximal ubiquitin acts as the leaving group with a proton transfer (iv), which causes 
the  tetrahedral  intermediate  to  collapse  (v),  while  the  distal  ubiquitin  is  still  in 
coordination with the zinc. To complete the mechanism and bring Sst2 back to  its free 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































or more  flexible was  to examine  the effect of  these mutations on catalysis, structure, 
and  other  biophysical  properties.  For more  rigidification,  a  Phe403Trp mutation was 









titration  calorimetry  (ITC),  and  determined  cleavage  efficiency  of  K63,  K48,  and  K11‐
linked diubiquitin by  the mutants. With  this  combination of experimental  studies, we 
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β‐D‐1‐thiogalactoside  (IPTG)  to  allow  for  expression  of  the  protein  and  then  were 
allowed  to  incubate  overnight  at  18oC.  The  following  day,  the  cells were  pelleted  by 








column  (GE  Biosciences).  Proteins  were  concentrated  down,  final  concentrations 
determined spectrophotometrically at 280 nm, and proteins were stored at ‐80oC after 
being flash frozen. Full scale GST purifications completed include WT Sst2cat (Figure 2.5), 


















































































































































































































































































molecular replacement  in the CCP4 suite7 using the catalytic domain of Sst28  (PDB  file 
4JXE)  as  a  search model.  Initial  refinement  was  done  in  Refmac59  using  rigid  body 
refinement  and  then  restrained  refinement.  A  model  was  built  using  Coot10  and 







One  crystal  structure was  obtained  for  Sst2  F403W  bound  to  ubiquitin  in  the 
space group P212121 that diffracted to 2.3 Å. Data was collected and the structure was 
determined by MolRep6 molecular  replacement  in  the CCP47  suite using  the  catalytic 
domain of Sst2 bound to ubiquitin8 (PBD file 4MSQ) as a search model. Initial refinement 
was done  in Refmac59 using  rigid body  refinement and  then  restrained  refinement. A 








Kinetic values of diubiquitin  cleavage were determined by  calculation of  initial 
velocity  parameters.15  Proper  enzyme  concentrations  to  be  used  in  the  assay  were 
determined by  incubating  varying  concentrations of enzyme with 49.5  μM K63‐linked 
diubiquitin  for  7.5  and  15 minutes  to  see which  concentrations  showed  quantifiable 
cleavage. Once determined, the enzyme (25 nM Sst2cat, 100 nM Sst2 F403W, 2 µM Sst2 
C397A, and 100 nM AMSH‐LP F407W) was incubated in a reaction of 50 mM Tris‐HCl (pH 
7.0),  20  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  and  1  mM  DTT  with  20,  40,  77,  and  99.5  μM 
concentrations of diubiquitin. Reactions were allowed to occur at room temperature for 








Vi = (Vmax[S])/(KM + [S])           Eq. 2.1 
 
where Vi is the reaction rate, Vmax is the maximum velocity achieved by the system, [S] is 



































































































The  secondary  structure  of  the  Sst2  constructs was  determined  using  circular 








[θ] = (θ x 100M)/(Cln)           Eq. 2.2 
 
where  θ  is  the  ellipticity  in  degrees,  l  is  the  path  length  in  centimeters,  C  is  the 
concentration  is mg/mL, M  is molecular mass, and n  is the total number of residues  in 












buffer.  Structure  was monitored  over  a  range  of  20oc  to  86oC  with  a  temperature 
gradient of 0.5oC/min and data was  recorded every 2oC at 222 nm. Spectrum at each 
temperature  interval was composed of an average of  four scans and corrected with a 
subtraction  of  a  spectrum  of  phosphate  buffer  alone.  Percent  folding  at  each 
temperature was calculated for each sample using the following equation:  
 


















































































































A  diubiquitin  cleavage  assay was  performed  to  using  Sst2cat, Sst2  F043W,  and 
Sst2 F403A and K11, K48, and K63‐linked diubiquitin.  The enzyme (250 nM Sst2cat, Sst2 
F403W, Sst2 F403A, and Sst2 T316A) was incubated in a reaction of 50 mM Tris‐HCl (pH 
7.0),  20  mM  KCl,  5  mM  MgCl2,  and  1  mM  DTT  with  concentrations  of  20  μM 
concentrations of K63, K48, and K11‐linked diubiquitin. Reactions were allowed to occur 
at  room  temperature  for  5  hours  before  being  quenched with  5X  SDS‐PAGE  sample 
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and  Schuck,  P.  (2007)  Studying multisite  binary  and  ternary  protein  interactions  by 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































In both  the  tryptophan mutant  structures,  the catalytic  zincs were unchanged  (Figure 
3.7 C and E). The structural zinc of Sst2cat  is held  into place by Cys397, His356, His404, 
and His406 (Figure 3.7 B), which is also unchanged in both mutant structures (Figure 3.7 







































In  the  bound  and  unbound  forms  of  Sst2  F403W,  the  mobile  loop  residues 
Leu402 and Phe403 in both proteins in the asymmetric unit (termed Chain A and Chain 
B) were examined  to  see  if  the mobile  loop  could be  captured  in a different position 
than the mobile  loop of Sst2cat. A surface view of each mutant shows  that the  loop  in 
both  chains of  the  free  Sst2  F403W mutant  as well  as  Sst2cat1  forms  a mostly  closed 
confirmation blocking access to the active site. However, Chain A, Chain B, and the wild 




Looking  at  the  individual  loop  residues  show mobility  as well, with  somewhat 
weak  electron  density  around  the  tryptophan  side  chain,  consistent  with  increased 
flexibility  of  the  flap  in  the mutant  (Figure  3.9).  Additionally,  the  SSt2  F403W  free 
structure shows the tryptophan residue oriented away from Asp315 and Thr316 across 
the loop, while the Sst2 F403W ubiquitin bound structure shows the tryptophan residue 
oriented  towards  those  same  residues  (Figure  3.10),  reiterating mobility  of  the  loop. 
Examining  the  orientation  of  the  tryptophan  in  Sst2  F403W‐Ub  in  relation  to  the 
phenylalanine of Sst2cat‐Ub reveals that the tryptophan’s placement does not vary much 













































































































































































































To  understand  how  the  tryptophan would  align with  a  diubiquitin  substrate, 
modeling was  done with  the mutants  and  Sst2cat ∆2001  (residues  221‐435)  bound  to 
diubiquitin, as well as  free Sst2cat and Sst2cat bound to monoubiquitin  (Figure 3.11).  In 
the free form of Sst2 F403W, the tryptophan is oriented away from the isopeptide bond 
of  diubiquitin,  showing  that  the  unbound  mutant  protein  has  flexibility  with  no 
substrate to align with (Figure 3.11 A).  
However  in  the  ubiquitin  bound  form  of  Sst2  F403W,  as  seen  before,  the 
tryptophan residue aligns very nicely with phenylalanine of wild type Sst2 (Figure 3.11 B). 
Instead  of  being  angled  to  allow  both  rings  of  the  tryptophan  to  make  increased 
interactions with the isopeptide bond, the aromatic ring of the tryptophan lines up with 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Initially,  the  tryptophan mutation was constructed under  the assumption  that  it 
would  rigidify  the  loop  and make  it  less  flexible. After  results  from  a  combination of 
structural,  and  biophysical  data  showed  otherwise,  our  initial  assumption  was 
questioned.  Instead  of  rigidifying  the  loop  and making  it  less  dynamic,  what  if  the 
tryptophan mutant made  the  loop more  dynamic?  If  this was  the  case,  the mutant 
would  be  more  promiscuous.  Since  Sst2  is  known  to  specifically  cleave  K63‐linked 
diubiquitin  chains,  a  cleavage  assay was  performed with  K63‐linked  diubiquitin,  K48‐
linked diubiquitin, and K11‐linked diubiquitin  to  see  if  the mutant was able  to better 
cleave  these chain  types. Additionally, since both  the  tryptophan and alanine mutants 
had  yielded  similar  results  in  all  previous  biophysical  tests,  it  was  thought  that  a 
difference between the two could be visible in their ability to cleave other chain types.  
Cleavage  of  the  diubiquitin  substrates  was  allowed  to  continue  for  five  hours 
before being quenched, and cleavage of K11, K48, and K63‐linked diubiquitin by Sst2cat, 
Sst2 F403A, and Sst2 F403W was measured and plotted  in  terms of mono:diubiquitin 
ratios  (Figure  4.7).  The  assay  was  repeated  in  triplicate  to  improve  accuracy  and 
standard deviations between trials were calculated (Figure 4.8). Since Sst2cat is known to 


















































A clear  trend can be  seen when  looking at  the  tryptophan and alanine mutants 
(Figure 4.7). In regard to cleavage of K63‐linked diubiquitin, the result is consistent with 





When  compared  to  Sst2cat,  the  alanine mutant  cleaves  both  K11  and  K48  less 
robustly. Again, with the hydrophobic  interactions  lost by replacing phenylalanine with 
alanine,  this  impaired  cleavage  is  expected  if  the  loop  is  involved  in  catalysis.  If  the 
tryptophan mutation did indeed make the flap more flexible, it could be reflected in the 
enzyme  loosing  selectivity  by  showing  more  activity  toward  K48  and  K11‐linked 
diubiquitin  substrates  than wild  type  Sst2.  Indeed,  experimental  results  indicate  the 
tryptophan mutant  is able  to better  cleave K11 and K48‐  linked diubiquitin  than wild 
type  Sst2.  As  previously  discussed,  Sst2  is  specifically  able  to  cleave  K63‐linked 
diubiquitin  chains,  primarily  due  to  interactions  with  the  proximal  ubiquitin  in  the 
transition  state.  It  should  be  noted  that  although we  cannot  rule  out  other  factors 
behind  the  reduced  selectivity  with  certainty,  it  seems  unlikely  that  selective 
interactions with K11 and K48 are  responsible  for  the  loss of selectivity observed K11 
and K48‐linked diubiquitin  are  structurally different. With  this  in mind,  results of  the 
cleavage assay  show a  clear distinction between  the alanine and  tryptophan mutants 
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While  the  studies  that  have  been  completed  paint  a  pretty  clear  picture 
highlighting the  importance of the 403 residue  in Sst2 to dynamics and catalysis of the 
construct, several other studies are in progress to help prove this theory further. First, a 
simulated  annealing  experiment will  be  conducted  in  order  to  determine  the  lowest 
energy state of both the tryptophan and alanine mutants compared to wild type Sst2 in 
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        40% GC content, TM = 70o 
#2) Sst2 F403W D354A  Sst2 F403W D354A E286A 
 









        24% GC content, TM = 65o 
 
5.5 Mutagenesis primers for AMSH‐LP F407W 
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